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【要旨】 
子宮頸管熟化は、妊娠維持および分娩において重要な役割を果たしている。頸管熟化の異常は早
産を引き起こし、その機序の解明は大切な課題である。我々は、抗プロテアーゼである SLPI とプ
ロテアーゼである好中球エラスターゼ（NE）に着目し、ヒトの臨床検体およびマウス早産モデル
での頸管熟化・早産との関連について検証した。 
 本研究では、ヒト頸管粘液中 SLPI が分娩前に上昇すること、頸管短縮症例で SLPI と NE が拮抗
関係にあることを示した。マウスではホルモンと炎症の二つの制御を受けており、NE 誘導性の感
染性早産モデルで rSLPI投与が早産を抑制することを示し、これらが妊娠維持および頸管熟化にお
いて重要な役割を果たしている可能性を明らかにした。 
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【序文】 
早産と好中球エラスターゼ 
 早産とは妊娠 37週未満の分娩で、過期産は 42週以降の分娩である。臨床的な問題は早産であり、
全分娩の 5%に発症し、出生した早産児は新生児集中治療室での長期管理を要した上に後遺症を残
すこともしばしばあり、医療資源・患者家族への負担も大きい。早産のスクリーニング法として、
妊娠中期の超音波による子宮頸管長の測定があり、世界的に普及している。Iams らの報告[1]によ
ると、妊娠 24 週時の子宮頸管長が 35mm 以下では 3.79 倍、26mm 以下では 9.49 倍の早産リスクが
ある。日本でも、妊娠中期の頸管長 25mm 以下の症例を早産ハイリスクとして積極的に入院管理を
している。一方で、これは早産に至る結果を捉えたスクリーニング法であり、臨床の早産の原因が
多岐に渡る[2]という概念を考慮すると、原因に応じた治療介入という面では不十分である。その
ため、頸管長短縮に至る前段階でのさらなる分子的なアプローチによる原因探索が必要である。日
本の臨床現場では、早産予知マーカーとして子宮頸管粘液中の好中球エラスターゼ（Neutrophil 
elastase:NE）検査が施行されている。NE は好中球から放出されるプロテアーゼであり、異物の破
壊のみならず自己組織の破壊の作用も有している。しかし、頸管粘液中の NE 検査は早産や頸管熟
化と関連する[3, 4]という当初の報告の後に、早産予知に有用でなかった[5]という報告もあり、未
だエビデンスは確立されていない。 
 
子宮頸管リモデリングとマウスモデルでの頸管熟化 
 子宮頸管組織は、分娩前および分娩・産褥期にダイナミックに変化する。外来異物の侵入を防い
で妊娠を維持するための長く硬い構造から、胎児を娩出する産道としての柔らかく広がりやすい構
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造へ変化し、分娩後は再び元の構造へ戻る。この一連の変化の概念を子宮頸管のリモデリングとい
い、Softening、Ripening、Dilation、Postpartum  repair の四段階のステップ（図 1）に分けられる[6]。 
 
図 1、頸管リモデリングの 4 段階 
子宮頸管リモデリングの 4 段階、各段階の時期、組織での変化を示した（文献[6]を一部改編） 
 
子宮頸管熟化の正確な定義は決まっていないが、本研究では一般的な概念である、分娩前 1 か月間
での子宮頸管組織の変化を“頸管熟化”と定義する[7]。頸管熟化の適切な進行は、正常分娩の達
成に不可欠であるが、図 1 に示したように、多くの経路が関与していると考えられる。ヒトにおけ
る詳細な機序は未解明であり、頸管熟化時に発現誘導される物資はマイクロアレイ解析を用いた研
究[8]で報告されるのみで、単一の物質ではなく多くの遺伝子の関与が明らかにされている。一方
で、マウスモデルを用いた頸管熟化の研究は多くされており、正常分娩、二種類（感染性、プロゲ
ステロン減弱性）の早産モデルにおける頸管熟化の機序の相違点や関連遺伝子についての解析は報
告されている（図 2）。先述のように、ヒトの早産は多くの原因からなる疾患である。マウス早産
モデルについて、LPS モデルはヒトの感染性早産を模倣しており、RU486 モデルはヒトのプロゲ
ステロン機能減弱性早産を模倣している。実臨床においては、感染性早産は臨床所見から明らかな
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症例が多いものの、プロゲステロン機能減弱性の早産は、典型的な臨床所見や徴候が同定されてお
らず、その実数も不明である。しかしながら、頸管長短縮症例に対するプロゲステロン製剤投与の
早産予防効果は明らかであることから[9]、相当数が存在することが推測される。 
 
図 2．マウスモデルでの頸管熟化の機序の相違 
正常分娩、感染性早産、プロゲステロン減弱性早産における相違を示した（文献を一部改編）。 
 
ヒトの分娩時の頸管熟化 
ヒトの分娩には、炎症反応が関与している[10, 11]。陣痛発来中には、母体末梢血で白血球由来
の IL1β や IL8 などの炎症性サイトカインが上昇[12]し、子宮筋層でもこれらの炎症性サイトカイン
が産生される[11, 13]。子宮頸管では、分娩前に炎症性サイトカイン[11]・抗炎症性サイトカイン[14]
ともに上昇しており、過度な炎症による組織障害を防ぐ機構も作用していることが推測される。
我々は、この炎症・抗炎症バランスと同様、プロテアーゼ・抗プロテアーゼバランスと頸管熟化の
関与に着目した。頸管熟化の進行時に、細胞外マトリクスの分解が進行することは明らかにされて
おり、プロテアーゼである MMP によるコラーゲン分解[8, 15]や細胞外マトリクス成分のグリコサ
ミノグリカン・ヒアルロン酸の産生増加[16, 17]が報告されている。プロテアーゼが活性化する一
方で、抗プロテアーゼの変化も生じている可能性があり、実際にマイクロアレイ解析で、陣痛発来
中の子宮頸管で抗プロテアーゼである PAI1（Plasminogen activator inhibitor 1）が 13 倍発現上昇し
ている報告[18]がある。これらの抗プロテアーゼ物質も、過度な組織分解を防ぐ生体の防御因子と
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して機能していると考えられる。 
 
Secretory Leukocyte Protease inhibitor（SLPI）の物質特性と早産との関連 
Secretory Leukocyte Protease inhibitor（SLPI）は、呼吸器・腸管・生殖器など様々な臓器の粘膜表
面に発現している低分子蛋白質である[19]。SLPI は、WAP ドメインという構造[20]を有しており、
抗菌・抗炎症・抗プロテアーゼ・組織修復などの多機能[21]を生体内で発揮している。特に呼吸器
分野では研究が進んでおり、抗プロテアーゼ作用としての NE 誘導性の炎症への防御機能[22, 23]、
抗炎症作用として、LPS 誘導性の炎症に対する NFkb 活性化や IFN-ɤ 阻害作用[24, 25]が報告されて
いる。これらの報告から SLPI は、過度な炎症において組織障害を防御し、恒常性を維持するため
の重要な役割を果たしていると考えられる。一方で、女性生殖器分野での報告は多くなく、ヒトで
は月経周期において排卵期に頸管粘液濃度が最も高値であること[26]、子宮体部の細胞株[27]やマ
ウスの子宮体部ではプロゲステロン[28]により制御されていることなどが報告されている。周産期
分野での報告はさらに少なく、妊娠中・後期や産褥期に向けた生理的な発現上昇、切迫早産で入院
中の早産ハイリスク症例で、頸管の mRNA 高発現と早産転帰のリスク[29]が唯一報告されている。
妊娠頸管における SLPI の役割として、妊娠維持や頸管熟化との関連が推測されるが、その制御機
構や実際の機能については未解明である。 
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【研究目的】 
プロテアーゼと抗プロテアーゼのバランスと、頸管熟化や早産発症との関係を探索するため、下記
の 3 つを研究目的とした。 
１．ヒト臨床検体サンプルを用いて、子宮頸管熟化進行時のプロテアーゼ・抗プロテアーゼバラン
ス変化の解析、およびその他の頸管熟化関連因子を探索する。 
２．マウス早産モデルを用いて、子宮頸管 SLPI 発現の制御因子を探索する。また、rSLPI 投与に
よる早産率減少効果の検討および機序の解明をする。 
３．ヒト子宮頸管上皮細胞を用いて、①rSLPI 投与による抗炎症効果の解明、②SLPIの制御物質の
同定をする。 
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【実験方法】 
本研究は、東京大学医学部研究倫理委員会より承認のもと行われた。（承認課題名：妊婦の子宮頸
部における感染症・早産に対する粘膜免疫応答に関する研究（承認番号：3434）、頸管粘膜と口腔
粘膜の相互的関係に着目した粘膜免疫防御機構についての研究（承認番号：10531））SLPI ノック
アウトマウスにおける早産との関連性について（医－P14-146） 
 
１．ヒト妊婦の子宮頸管細胞、子宮頸管粘液採取 
患者本人より文書による同意を得た上で、外来妊婦健診時に子宮頸管細胞および子宮頸管粘液を
採取した。①正期産妊婦の子宮頸管細胞、②正期産妊婦の子宮頸管粘液、③中期妊婦の子宮頸管粘
液の 3 群の検体を採取した。検体採取は内診診察時に行い、腟鏡診で子宮頸部を展開し、外頸部に
付着していた腟分泌物を除去後に、子宮頸管細胞は綿棒で子宮頸部を擦過し採取し、子宮頸管粘液
は綿棒を子宮頸管内に 10 秒留置して採取した。対象は、産科的合併症のない妊婦で、妊娠高血圧
症候群、妊娠糖尿病、切迫早産、子宮頸管縫縮術後、破水後、性器出血のある症例は含まれていな
い。検体採取時の週数は、正期産妊婦は妊娠 37 週以降、中期妊婦は妊娠 24～26 週であった。 
子宮頸管細胞からは mRNA を抽出した。これは我々のグループの過去の報告と同様の方法で行
い、採取した細胞には約 4:1 の割合で扁平上皮細胞と円柱上皮細胞が含まれている[29]。擦過した
綿棒を 2ml の RNA 抽出液（FARB buffer、FAVORGEN）内で撹拌し、mRNA 抽出操作へ移行した。
子宮頸管粘液からはタンパク質を抽出した。留置した綿棒を 1ml の PBS-0.25M NaCl 溶液内で撹拌
し、15000rpm で 10 分間遠心し、上清をタンパク抽出液として回収し、各種タンパク濃度測定まで
-80℃で保存した。溶液中の総タンパク濃度は、Bio-Rad protein assay（BIO-RAD）でプロトコール
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に従い測定した。 
子宮頸管細胞は、妊娠 37 週以降から分娩までの間の時期に採取し、採取から分娩した日までの
日数により、4 グループに分類した（A：0-6 日、B：7-13 日、C：14-20 日、D：21 日以上）。採取
から分娩までの日数を予測できるかを目的とし、解析を行った。子宮頸管粘液は、妊娠 37 週以降
から分娩までの時期の間に採取し、採取から分娩までの時期ごとに 2 群に分けた（0-7 日、8 日以
上）。採取から 1 週間以内の分娩の有無を予測できるかを目的とし、解析を行った。 
 
２．マウスの早産、分娩遅延確認実験 
C57/BL6 系統のマウスを 12 時間：12 時間の明暗環境下で飼育した。交配は、8-12 週齢の雌マウ
スと雄マウスを一晩同一ケージで飼育して行い、翌朝に腟栓を確認した。腟栓が確認された日の朝
9 時を Day0 とした。 
 
２．１ 早産モデル 
ヒトの早産を模倣した非感染性および感染性モデルの 2 種類の早産モデルを使用して、頸管熟化
時の変化を解析した。次の 2 つは既に過去の研究において確立された早産誘導の機序が異なるモデ
ルである。非感染性モデル[30, 31]は、Day14.5 にプロゲステロン受容体拮抗薬である RU486
（Sigma-Aldrich Japan）500μg を 200μl エタノールに溶解させて皮下投与した。この RU486 早産モ
デルでは、投与 15-22 時間後に早産する。感染性モデルは、LPS（from Escherichia coli 0111:B4, 
Sigma-Aldrich Japan）10μg を経頸管投与[32]した。この LPS 早産モデルでは投与 13-20 時間後に早
産する。 
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２．２ 分娩遅延モデル 
血清プロゲステロンレベルを維持するプロゲステロン分娩遅延モデルと、子宮頸管熟化を阻害し
て妊娠期間を延長する SRD5A 阻害剤分娩遅延モデルの 2 種類の分娩遅延モデルを使用し、このモ
デルにおける頸管熟化の変化を正常例と比較した。まず、分娩遅延の表現型確認の実験のために、
プロゲステロン分娩遅延モデル[33]で、Day17,18 に 2mg、1mg のプロゲステロン（Wako）を 200μl
ごま油に溶解させて皮下投与した。SRD5A 阻害剤分娩遅延モデルでは、Day17,18 に 75、25μg の
SRD5A inhibitor である Dutasteride（Adooq Bioscience）を 200μl PBS に溶解させて頸管投与した。
Day20（AM 9:00）の時点で分娩していない個体を分娩遅延ありとした。 
 
３．マウス検体採取（子宮頸管組織、頸管洗浄液、腹腔内洗浄液） 
早産実験では Day15（LPS、RU486 投与 12 時間後）に、分娩遅延実験では Day18.5（プロゲステ
ロン、SRD5A 阻害剤投与の 2 回目投与 12 時間後）に、マウスをイソフルランによる安楽死後に解
剖し、検体を回収した。また、LPS 投与後の時系列変化確認のための実験では、投与前、投与後 2
時間、投与後 12 時間の時点で検体回収した。rSLPI 投与実験では、LPS 投与前、投与後 2 時間、
投与後 4 時間の時点で検体回収した。子宮頸管組織は、子宮体部との境界および腟との境界で子宮
頸管を切断し回収した。回収した頸管組織は、mRNA 抽出用には、RNA later（Life Technologies）
溶液内に、Western blot 法用には、CelLytic MT reagent (Sigma-Aldrich Japan)＋1% protease inhibitor 
cocktail (Nacalai tesque)溶液内に、組織免疫染色用には、4% paraformaldehyde (Wako)溶液内にそれぞ
れ入れた。頸管洗浄液は、切断直後の子宮頸部を 1ml の PBS 内で洗浄し、頸管洗浄回収液とした。
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腹腔内洗浄液は、解剖時の腹腔内に2mlのPBSを散布し、回収した。それぞれの回収液を15000rpm、
4℃で 10 分間遠心し、上清を洗浄液として-80℃で保管した。 
 
４．細胞培養刺激実験 
子宮頸部上皮細胞株である Ect1/E6E7（Ect1）細胞、子宮内膜腺癌細胞株である Ishikawa 細胞を
SPI社より入手し、それぞれ Keratinocyte serum free medium（Thermo Fisher）、E-MEM＋5%FBS（チ
ャコール処理済）＋5%MEM 用必須アミノ酸（DS ファーマバイオメディカル）で培養した。全て
の実験は、3-5 回の継代数の範囲内で、細胞数を計測した後に使用した。細胞培養実験は、①rSLPI
投与による抗炎症効果の解明、②SLPI の制御物質の同定の 2 つを目的として施行した。 
 
５．mRNA 抽出および reverse transcription（RT）法 
子宮頸管細胞、マウス子宮頸管組織、培養細胞から、Total RNA を回収した。Blood/Cultured Cell 
Total RNA Purification Mini Kit (FAVORGEN)のプロトコール通り行った。回収した RNA の純度を、
分光光度計（Epoch Micro-Volume Spectrophotometer System: Bio-Tec）での吸光度比（260nm/280nm）
により評価し、1.7～2.1 の間の値の検体のみ、次の cDNA への逆転写へ用いた。cDNA への逆転写
は、Rever Tra Ace qPCR RT Master Mix（TOYOBO）を使用し、反応液は、総量 50μl（5×RT Master Mix 
10μl、RNA 抽出液＋Nuclease-free water 40μl）で、サーマルサイクラ―の設定は 37℃15 分→50℃5
分→98℃5 分で行った。 
 
６．Real time polymerase chain reaction（real time PCR）法 
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mRNA から変換した cDNA を用いて、各遺伝子発現を real time PCR 法で定量比較した。各遺伝
子の特異的プライマー配列を表 1 に示す。Light Cycler 480 SYBR Green Ⅰ Master（Roche）で測定
した。PCR 反応液は、総量 20μl（c DNA 5μl、SYBR Green Master 10μl、PCR grade H2O 3μl、forward 
および reverse primer (10μM) 1μl）で、PCR プロトコールは 95℃10 分間の後、95℃10 秒→アニーリ
ング 10 秒→72℃ 5-15 秒（プロダクトサイズ bp/25 秒）を 40 サイクルで行った。内因性コントロ
ール遺伝子として、β-actin を用いて、各遺伝子発現を相対比較した。 
 
７．Enzyme-linked immuno-sorbent assay（ELISA）法 
ヒト子宮頸管粘液、マウス頸管洗浄液、マウス腹腔洗浄液の SLPI、IL-6、KC、TNF alpha 濃度を
ELISA 法で測定した。凍結保存していた検体を氷上で融解し、Human SLPI Quantikine ELISA Kit、
Mouse IL-6 Quantikine ELISA Kit、Mouse CXCL1/KC Quantikine ELISA Kit、Mouse TNF-alpha 
Quantikine ELISA Kit のプロトコールに従い測定した。各キットの測定可能範囲はそれぞれ、SLPI
（62.5-4000pg/ml）、Mouse IL-6（7.8-500pg/ml）、Mouse CXCL1/KC（15.6-1000pg/ml）、TNF-alpha
（10.9-700pg/ml）である。吸光度計の 450nm 波長の測定値を用いて、スタンダードサンプルから
基準曲線を作成し、各検体の濃度を算出した。個々の蛋白濃度を、総蛋白濃度で補正し解析した。 
 
８．Western blot 法 
マウス子宮頸部組織 10mg をホモジェナイズし、15000rpm,4℃で 10 分間遠心し、上清を蛋白抽
出液とした。細胞培養実験では、細胞表面を PBS で洗浄後、セルスクレイパー（IWAKI）で剥が
した後、細胞浮遊液を 1500rpm、5 分で遠心し、上清を吸引し、ペレットへ CelLytic MT reagent 
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(Sigma-Aldrich Japan)を 100μl 加えた。PR、GR などの核内蛋白検出用には氷水下で超音波破砕装置
を 10 分間使用した。その後、15000 rpm,4℃で 10 分間遠心し、上清を蛋白抽出液とした。 
SDS-PAGE で 20μg の蛋白を各ウェルにローディングし、PVDF メンブレン（Merck Millipore）へ
ブロッティングした。メンブレンを 5％スキムミルクもしくは 5%BSA で室温 1 時間ブロッキング
し、蛋白特異的一次抗体で 4℃一晩インキュベートした。一次抗体は、Anti-annexin a1 1/2000（Thermo 
Fisher）、Anti-beta actin 1/1000（CST）、Anti-progesterone receptor A/B antibody 1/2000（CST）、
Anti-glucocorticoid receptor 1/1000（CST）、Anti-phospho-glucocorticoid receptor Ser211 1/1000（CST）、
Anti-phospho-glucocorticoid receptor Ser226 1/1000（Sigma-aldrich）、Anti-IKB alpha 1/1000（CST）を
使用した。TBS-T で洗浄後、HRP 標識二次抗体 1/2000（GE healthcare）で常温 1 時間インキュベ
ートし、再度TBS-Tで洗浄後、Western Chemiluminescent HRP substrate (Merck Millipore)で反応させ、
ImageQuant LAS 4000 system (GE healthcare)で撮影した。内因性コントロール蛋白として、β-actin
を用いて、相対比較した 
 
９．免疫染色 
4% paraformaldehyde で固定された検体をパラフィン処理し、5μm の厚さで薄切し、連続切片を
作成した。切片はキシレンで脱パラフィンし、熱処理（Microwave、Citrate buffer、pH6.0）し抗原
賦活化を行った。0.3%過酸化水素／メタノールで室温 30 分間、プロテインブロッキングバッファ
ーで室温 10 分間反応させた。一次抗体は、Anti-SLPI（Biorad）、ネガティブコントロールには Rabbit 
Ig（Dako）を使用し、4℃で一晩インキュベートした。TBS-T で洗浄後、二次抗体 Anti-Rabbit IgG Biotin
（Dako）で室温 30 分インキュベートした。TBS-T で再度洗浄後、PO 標識ストレプトアビジン（ニ
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チレイ）で室温 5 分インキュベートした。対比染色としてヘマトキシリン染色を行い、光学顕微鏡
で観察した。 
 
１０．統計解析 
統計解析は JMP pro 13（SAS）を使用した。他群比較は、Kruskal–Wallis 検定に post-hoc analysis
として Steel–Dwass 検定を行った。二群比較は、連続データは Mann-Whitney U 検定を行い、カテ
ゴリーデータはカイ二乗検定を行った。ヒト頸管 mRNA 検体は全結果を主成分分析し、遺伝子間
の相関性を評価し、重回帰分析で分娩までの日数の予測式を作成した。ヒト頸管 SLPI 濃度から 1
週間以内の分娩の有無を予測するためのロジスティック回帰分析を行い、カットオフ値から ROC
曲線を作成した。 
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表 1．使用プライマーの配列 
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【結果】 
検討１．臨床サンプルを用いた頸管熟化制御因子の探索 
１－１．正期産妊婦の子宮頸管細胞 PCR 
正期産妊婦の擦過頸管細胞を、妊娠 37 週以降から分娩までの間の時期に採取し、採取から分娩
した日までの日数により、4 グループに分類した（A：0-6 日、B：7-13 日、C：14-20 日、D：21
日以上）。全 117 検体を、62 人から採取した。検体を 2 回採取した妊婦が 25 人、3 回採取した妊婦
が 9 人、4 回採取した妊婦が 4 人であった。検体採取と同時に行った内診所見による Bishop スコア
を表 2 に示す。 
 
表 2.各グループの Bishop スコア 
 A: ≤6 日 
(n=42) 
B: 7-13 日 
(n=40) 
C: 14-20 日 
(n=23) 
D: ≥21 日 
(n=12) 
子宮口開大 (cm) 1.9±1.1 1.4±0.6 1.1±0.5 0.5±0.6 
Bishop スコア 4.4±2.5 3.3±1.9 1.7±1.1 0.9±1.2 
平均±SD 
 
過去の報告[8, 18, 34-38]を参考に、既知の頸管熟化関連遺伝子 10 種類（COX2、MMP8、PAI1、
HAS2、MMP2、TGFβ1、SLPI、ILRN、IL1β、VCAN）の mRNA 発現を real time PCR 法で解析した
（図 3）。前述のように、採取から分娩までの時期ごとのグループ別に、各遺伝子発現変化を継時
的に比較した。各遺伝子発現の継時的変化は、分娩への増減パターンごとにいくつかのパターンに
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分けられた。COX2、MMP8、PAI1、HAS2、MMP2、SLPI は、分娩 4 週間前から 1 週間前まで段階
的に増加していく傾向であった。この時期は、”ripening” と”Dilation”の時期であり、細胞外マトリ
クス成分の分解を反映していると考えられる。COX2、MMP8、PAI1、HAS2、SLPI は分娩前最後
の 1 週間で低下する傾向を示した一方で、MMP2 は分娩まで段階的に上昇した。TGFβ1、ILRN、
IL1β、VCAN は、分娩に向かう変化として、一定の傾向を示さなかった。 
 
図 3．10 種類の頸管熟化関連遺伝子の分娩までの日数別の mRNA 発現結果 
正期産妊婦の擦過頸管細胞を採取し、採取から分娩した日までの日数により、4 群に分類した（A：
0-6 日、B：7-13 日、C：14-20 日、D：21 日以上）。real time PCR 法で COX2、MMP8、PAI1、HAS2、
MMP2、TGFβ1、SLPI、ILRN、IL1β、VCAN の発現を定量し、A（n = 42）、B（n = 40）、C（n = 23）、
D（n = 15）の群間比較した。Kruskal–Wallis 検定に post-hoc analysis として Steel–Dwass 検定を行っ
た。平均±SE で表示、*：p < 0.05、**：p < 0.005 
 
10 種類の遺伝子の相関性が高いことを考慮し、全遺伝子発現情報を主成分分析（Principle 
Component Analysis：PCA）により分類した。PCA は JMP Pro13 を使用した。スクリープロットで
解析したところ、エイゲンバリューが 3 以上では成分を増やしても大きな変化がないことを確認し
た（図 4A）。そのため、3 成分に分けて解析したところ、全遺伝子発現情報の 75.7％が PC1-3 の 3
つの成分で説明できた（PC1：44.9%、PC2：19.6%、PC3：11.2％）。バイプロットを作成し、PC1-3
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と各遺伝子の相関を解析したところ、PC1 は COX2、MMP8、PAI1、HAS2、MMP2 と強い相関を
認めた。同様に、PC2 は TGFβ1、SLPI、ILRN と、PC3 は IL1β、VCAN とそれぞれ強い相関を認め
た（図 4B）。結果として、全 10 遺伝子が 3 つの主成分のいずれかと相関を認めた。 
 
図 4．全検体の主成分分析（PCA）結果 
全 117 検体の PCR 結果を主成分分析した。（A）スクリープロット：縦軸にエイゲンバリュー、横
軸に成分数を示す。（B）バイプロット：PC1～3 について、2 成分間のバイプロットを作成した。
矢印の方向は各成分内での各遺伝子発現の相関を示している。左上：PC1 と 2、左下：PC1 と 3、
右下：PC2 と 3。 
 
これらの頸管熟化関連遺伝子の発現情報をまとめた PC1-3 から、分娩日を予測できるかどうかに
ついて検討した。採取から分娩までの日数を予測するため、重回帰分析を行った。PC1-3、Bishop
スコアを変数として、分娩までの予測式を作成したところ、PC2 と Bishop スコアの二つが、分娩
までの日数を予測するための有意な因子として抽出された（表 3）。 
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表 3.各因子の分娩予測能（重回帰分析結果） 
変数 Coefficient β (95% CI) P 値 
Bishop score −1.87 (−2.33-−1.41) <.0001* 
PC1 −0.33 (−0.83-0.16) 0.18 
PC2 −1.27 (−2.02-−0.52) 0.001* 
PC3 −0.04 (−1.05-0.96) 0.93 
*：P < 0.05 
 
この2つの因子から、分娩予測のための計算式を作成した。分娩日までの日数＝15.7－1.86*Bishop
スコア－1.27*PC2 (日)、R2＝0.39、RMSE（root-mean-square error）＝5.7 
この、Bishop スコアと PC2 から作成した予測式は、Bishop スコア単独から算出した予測式（R2＝
0.31、RMSE＝6.0）よりも予測能が高かった。また、PC2 ではなく、PC2 に寄与する 3 遺伝子の各
遺伝子発現と Bishop スコアを組み合わせて算出した予測式と比較しても、PC2 と Bishop スコアか
らの予測式の予測能の方が高かった。（TGFβ1：R2=0.36、RMSE=5.8、SLPI：R2=0.35、RMSE=5.8、
ILRN：R2=0.34、RMSE=5.9)。この結果は、PCA により、分娩予測能が高くなっていることを示唆
している。この予測式から算出した分娩日数と、実際の分娩までの日数のブロットを図 5A に示す
（R2=0.39、p < 0.0001）。また、PC2 と Bishop スコアの相関関係を評価したが、有意な相関を認め
なかった（p = 0.33、R = －0.09）。 
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図 5．A：予測式からの分娩日数と実際の分娩日数、B：ビショップスコアと PC2 の相関 
A：作成した分娩予測式（分娩日までの日数＝15.7－1.86*Bishop スコア－1.27*PC2 (日)）から導き
出された分娩日を横軸に、実際の分娩日を縦軸にし、ブロットした（P < 0.0001、R2 = 0.39）。B：
ビショップスコアと PC2 の相関を評価した（P = 0.33、r = -0.09）。 
 
１－２．正期産妊婦の頸管粘液 
正期産妊婦の頸管粘液を、妊娠 37 週以降から分娩までの時期の間に採取し、採取から分娩まで
の時期ごとに 2 群に分けた。49 人の妊婦を対象とした。検体を 2 回採取した妊婦が 24 人、3 回採
取した妊婦が 11 人であった。採取から分娩まで 8 日以上をグループ A（n = 46、35 人）、7 日以内
のものをグループ B（n = 49、49 人）とした。グループ B は、さらに前期破水を発症して分娩に至
った 10 名と、前期破水を発症せずに分娩に至った 39 名に分けた。表 4 に、対象 49 人の臨床情報
を示す。前期破水群と非前期破水群で、各項目に有意差を認めなかった。 
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表 4．グループ B（採取から分娩まで 7 日以内）の臨床情報 
 全体 
（n =49） 
前期破水なし 
（n = 39） 
前期破水あり 
（n = 10） 
P 値 
初産婦の割合（％） 51 (25/49) 46.2 (18/39) 70 (7/10) 0.18 
年齢（歳） 29.8±5.1 30.0 ± 5.2 28.9 ± 4.7 0.51 
分娩週数（週±日） 38w6d±8.1 38w6d ± 9.0 38w6d ± 4.1 0.66 
身長（cm） 159.0±5.4 158.8 ± 5.3 159.7 ± 5.6 0.65 
BMI 21.1±2.5 21.2 ± 2.7 20.5 ± 1.7 0.52 
オキシトシン使用（％） 22.4 (11/49) 23.1 (9/39) 20 (2/10) 0.84 
平均±SD 
 
正期産期での分娩前の頸管粘液中の SLPI 濃度の変化を観察するため、全検体における、採取か
ら分娩までの日数と SLPI 濃度との相関のグラフを図 6 に示す。両者は、中等度の相関を認めた（r 
= 0.37，p = 0.0002）。 
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図 6．頸管粘液中 SLPI 濃度と分娩までの日数の相関 
妊娠 37 週以降の妊婦の頸管粘液を採取し、測定した SLPI 濃度を縦軸に示した。横軸に採取から分
娩までの日数を示し、両者の相関について、Spearman の順位相関係数（r）を示した（95 検体、n = 
49、r = 0.37、p = 0.0002）。○：前期破水なし、△：前期破水あり 
 
同一症例における SLPI 濃度変化を明らかにするため、対象 49 人のうち、3 回の検体採取が可能
であった 11 人の連続データを図 7 に示す。11 人のうち、9 人（82%）は分娩前の最後の外来受診
時の SLPI 濃度が最も高値であった。また、5 人（45%）は分娩までの 3 回で持続的の SLPI 濃度上
昇を認めた。これらは、分娩に向けて頸管 SLPI 濃度が上昇していく傾向を示している。 
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図 7．同一症例における頸管粘液中 SLPI 濃度の推移と分娩までの日数の関係 
連続 3 回の検体採取が可能であった 11 人について、分娩までの頸管粘液中 SLPI 濃度の推移を折れ
線グラフで示した。それぞれの線は 1 症例を示している（n = 11）。 
 
全 95検体のうち、分娩までの日数が 1週間以上のグループ Aと、1週間以内のグループ Bの SLPI
濃度を比較したところ、グループ B は、グループ A と比べて有意に SLPI 濃度が高値であった（図
8，p = 0.001）。 
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図 8．分娩までの 8 日以上の群と 7 日以内の群の頸管粘液 SLPI 濃度の比較 
全 95 検体を、採取から分娩までの日数が 8 日以上のグループ A（n = 46）と 7 日以内のグループ B
（n = 49）に分け、頸管粘液 SLPI 濃度を比較した（p = 0.001、Mann–Whitney U 検定）。分位点で表
示。 
 
グループ B の中で、前期破水を発症した群（n = 10）と発症していない群（n = 39）を比較した
ところ、前期破水群では、SLPI 濃度が有意に高値であった（図 9、p = 0.01）。 
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図 9．分娩まで 7 日以内の群における前期破水発症の有無別の頸管粘液中 SLPI 濃度の比較 
グループ B（分娩まで 7 日以内）を前期破水発症なし（n = 39）、前期破水発症あり（n = 10）の二
群に分けて、頸管粘液中 SLPI 濃度を比較した（Mann–Whitney U 検定、p = 0.01）。分位点で表示。 
 
全 95 検体を対象に、SLPI 濃度の結果から 7 日以内に分娩するかどうかを予測するために、ロジ
スティック回帰分析を行った。ROC 曲線を作成し、カットオフ値を算出したところ、SLPI濃度が
1.62 μg/ml で、AUC 0.70 であった（図 10）。この値から、7 日以内の分娩の有無を予測した場合、
感度 69％、特異度 72％であった。 
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図 10．7 日以内の分娩の有無を予測するための ROC 曲線 
全 95 検体について、頸管粘液中 SLPI 濃度から、7 日以内の分娩の有無を予測するための ROC 曲
線を作成した。カットオフ値の SLPI 濃度 1.62 μg/ml 、AUC 0.70。 
 
１－３．妊娠中期妊婦の頸管粘液 
妊娠 24－26 週の正常妊婦（n = 166）の頸管粘液を採取し、SLPI、NE 濃度を測定した。採取時
の頸管長から、対象を頸管長 35mm 以上の正常群（n = 142）と 35mm 未満（n = 24）の短縮群の二
群に分け、SLPI、NE 濃度を比較した。また、両群における SLPI と NE の相関関係を評価した。図
11 に、検体採取時の対象 166 名の頸管長の分布を示す。また、対象 166 人の年齢、頸管長、初産
婦割合、今回妊娠における早産率を表 5 に示し、頸管長正常群と短縮群で比較した。今回妊娠にお
ける早産は 166 名中 5 名であり、頸管長正常群で 1 名、頸管長短縮群で 4 名であった（p < 0.001）。
母体年齢、初産婦割合は二群間で有意差を認めなかった。 
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図 11．頸管長の分布（n = 166） 
今回妊娠で産科的異常を指摘されていない、妊娠 24-26 週の正常妊婦 166 名の頸管粘液採取時に同
時に子宮頸管長を測定し、その分布を示した。左にヒストグラムを示し、右に箱ひげ図を示す。縦
軸は頸管長を 5 ㎜毎に示し、ヒストグラム内の数字は頸管長を 5 ㎜毎に分類した際の症例数を示し
ている。頸管長 35mm をカットオフ値とし、35mm 以上の正常群は 142 名、35mm 未満の短縮群は
24 名であった。 
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表 5．対象 166 人の年齢、頸管長、初産婦割合、分娩転帰（今回妊娠における早産率） 
 全体 
（n = 166） 
頸管長正常群 
（n = 142） 
頸管長短縮群 
（n = 24） 
p 
年齢 31.1 ± 4.1 31.1 ± 4.2 31.1 ± 3.9 0.50 
頸管長 44 [5-63〕 44.5 [35-63〕 31.5 [5-34〕 < 0.0001* 
初産婦割合 55.4%（92） 56.3％（80） 50％（12） 0.66 
早産率 3.0% (5) 0.7% (1) 16.7% (4) < 0.001* 
年齢は平均±SD、頸管長は中央値で表示。*：P < 0.05 
 
頸管長正常群と短縮群の SLPI、NE 濃度を比較したところ、有意差を認めなかった（図 12）。SLPI
の抗プロテアーゼとしての機能を評価するため、NEとの相関を検討した。対象 166人全体での SLPI
と NE との相関係数は r = －0.26（p = 0.0009）であり、弱い逆相関を認めた。頸管長正常群、頸管
長短縮群の二群に分けて比較したところ、頸管長正常群では r = －0.14（p = 0.10）で有意ではなか
ったが、頸管長短縮群では r = －0.82（p < 0.0001）であり、強い逆相関を認めた（図 13）。頸管長
短縮群でのみ SLPI と NE が強い逆相関の関係にあるという結果は、頸管熟化の進行過程では SLPI
と NE が互いに拮抗的な関係で作用している可能性を示している。 
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図 12．頸管長正常群（n = 142）と短縮群（n = 24）の頸管粘液中 SLPI、NE 濃度の比較 
頸管粘液採取時の頸管長から、35mm 以上の正常群と 35mm 未満の短縮群の 2 群に分類し、SLPI・
NE 濃度を比較した。●：正期産症例、×：早産症例。Mann–Whitney U 検定、p = 0.36（SLPI：左
グラフ）、0.47（NE：右グラフ） 
 
 
図 13．頸管長短縮の有無別の SLPI と NE の相関 
頸管長正常群（n = 142）、短縮群（n = 24）別に、横軸に NE 濃度、縦軸の SLPI 濃度で両者の相関
関係をドットグラフで示し、Spearman の順位相関係数（r）を比較した。●：正期産症例、×：早
産症例。左グラフ：頸管長正常群（r = -0.14、p = 0.10）、右グラフ：頸管長短縮群（r = -0.82、p < 0.0001） 
 
検討２．マウスモデルを用いた SLPI の頸管熟化への関与 
２－１．マウス分娩遅延確認実験 
Day17、18 に 2mg（n = 4）、1mg（n = 4）のプロゲステロン（Wako）を皮下投与したところ、全
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例が分娩遅延した。一方、200μl ごま油を投与したコントロール群（n = 4）では全例が正常分娩し
た。同様に Day17、18 に SRD5A inhibitor である Dutasteride を頸管投与したところ、75μg 投与では
63%（5/8）、25μg 投与では 80%（4/5）が分娩遅延した。コントロールの 200μl PBS 投与では、全例
が正常分娩した（n = 5）。（図 14） 
 
図 14．プロゲステロン投与、SRD5A 阻害剤投与分娩遅延モデルでの表現型 
C57/BL6 マウスの妊娠 17、18 日目の AM9 時にプロゲステロン 1mg（n = 4）、2mg（n = 4）もしく
はごま油（コントロール、n = 4）を皮下投与し、妊娠 20 日目の AM9 時の時点で分娩していない
個体を分娩遅延ありとし、分娩遅延の個体の確率を左グラフに示した。同様に、妊娠 17、18 日目
の AM9 時に SRD5A 阻害剤（Dutasteride）75μg（n = 8）、25μg（n = 5）もしくは PBS（コントロー
ル、n = 5）を頸管投与し、分娩遅延率を右グラフに示した。*：p < 0.05、カイ二乗検定 
 
２－２．マウス子宮頸管組織 mRNA 発現解析 
正常分娩、早産モデルにおける子宮頸管組織の SLPI、PAI1、ANXA1、COL1A1、COL6A1 遺伝
子発現を real time PCR 法で解析した（図 15）。正常分娩時（Day15 vs Day 18.5）、RU486 早産モデ
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ル（vs control）、LPS 早産モデル（vs control）の 3 種類の頸管熟化時の各遺伝子発現変化を検討し
た（各群 n = 8）。SLPI 発現は、正常分娩前、RU486 モデルにおいて低下し、LPS モデルでは上昇
した。PAI1発現は、3種類全てのモデルで上昇した。ANXA1は、LPSモデルでのみ上昇した。COL1A1
は、3 種類全てで低下し、COL6A1 は、RU486、LPS 早産モデルで低下した。 
 
図 15．正常分娩、RU486、LPS 早産モデルにおける子宮頸管 mRNA 発現 
SLPI、PAI1、ANXA1、COL1A1、COL6A1 の子宮頸管組織中の mRNA 発現を real time PCR 法で解
析しグラフに示した。妊娠 15 日目（n = 8）と妊娠 18.5 日目（n = 8）、妊娠 14.5 日目に皮下投与に
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よりエタノールを投与したコントロール群（n = 8）と RU486 500μg 投与した群（n = 8）、妊娠 14.5
日目に頸管投与により PBS を投与したコントロール群（n = 8）と LPS 10μg 投与した群（n = 8）と
でそれぞれ比較した（Mann–Whitney U 検定、*：p < 0.05）。検体採取は薬剤もしくはコントロー
ル投与 12 時間後に施行。平均±SE で表示。 
 
プロゲステロンとの関連を明らかにするため、正常分娩もしくは RU486 モデルで発現低下をし
た遺伝子群（SLPI、COL1A1、COL6A1）について、分娩遅延モデルにおける発現変化を real time PCR
法で解析した（図 16）。SRD5A 阻害剤投与（vs control）、プロゲステロン投与時（vs control）に、
発現低下がキャンセルされるかについて検討した（各群 n = 8）。SLPI 発現は、SRD5A 阻害剤投与、
プロゲステロン投与により上昇した。COL1A1、COL6A1 発現は、プロゲステロン投与により上昇
し、SRD5A 阻害剤投与では変化を認めなかった。 
 
図 16．SRD5A 阻害剤、プロゲステロン分娩遅延モデルにおける子宮頸管 mRNA 発現 
SLPI、COL1A1、COL6A1 の子宮頸管組織中の mRNA 発現を real time PCR 法で解析しグラフに示
した。妊娠 17、18 日目に頸管投与により PBS を投与したコントロール群（n = 8）と SRD5A 阻害
剤 Dutasteride 25μg 投与した群（n = 8）、妊娠 17、18 日目に皮下投与によりごま油を投与したコン
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トロール群（n = 8）とプロゲステロン 1mg 投与した群（n = 8）とでそれぞれ比較した（Mann–Whitney 
U 検定、*：p < 0.05）。検体採取は妊娠 18.5 日に施行。平均±SE で表示。 
 
２－２．免疫組織学的検査 
マッソントリクローム染色 
マウス子宮頸部の組織検体を用いて、コラーゲン繊維の変化を区別するためのマッソントリクロ
ーム染色を行った（図 17）。同染色では、コラーゲン繊維は青、繊維素は赤紫、核は黒紫に染まる。
正常コントロール（A：Day15）と比較して、LPS 早産モデル（B）ではコラーゲン繊維の量は大き
な相違がない一方で、RU486 早産モデル（C）ではコラーゲン繊維間の空洞が目立ち、組織の浮腫
化が示唆される。正常分娩前（D：Day18.5）でも、RU486 と同様の変化を認めた。正常分娩前（D）
と比較して、プロゲステロン分娩遅延モデル（E）では、コラーゲン繊維の量が非常に多く、SRD5A
阻害剤投与モデル（F）では、コラーゲン繊維間の空洞は認めるものの、量は多く、繊維素の増生
を認めた。各検体間の組織像の相違は、頸管熟化の機序別のコラーゲン繊維の変化の相違を示して
いる。 
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図 17．子宮頸部マッソントリクローム染色 
マウス子宮頸部切片をマッソントリクローム染色した。上段は妊娠 15 日目の検体で A：正常、B：
LPS 早産モデル、C：RU486 早産モデル、下段は妊娠 18.5 日目の検体で D：正常、E：プロゲステ
ロン投与分娩遅延モデル、F：SRD5A 阻害剤分娩遅延モデル。Ep：上皮、St：間質。コラーゲン繊
維は青、繊維素は赤紫、核は黒紫に染まる。 
 
免疫染色（SLPI） 
マウス子宮頸部検体への SLPI 免疫染色施行を目的とし、抗体の至適濃度検討のための染色を、
マウス肺組織を用いて行った。抗 SLPI 抗体を 10ug/ml、2ug/ml、0.4ug/ml の各濃度に割り振り、Rabbit 
Ig のネガティブコントロールの染色をしたところ、0.4ug/ml のみでネガティブコントロールで発色
を認めなかった。0.4ug/ml で抗原特異的な発色を得られると評価し、次の子宮頸部組織検体の染色
を同濃度で施行した。Day15 の 3 検体について、SLPI 免疫染色の結果を図 18 に示す。Day15 の正
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常検体（A）で上皮内に発色を認め、マウス子宮頸管組織に SLPI が発現していることを確認した。
A と比較すると、LPS 早産モデル（B）、RU486 早産モデル（C）ともに上皮内の発色を認め、SLPI
の局在は同じであったが、B でのみ発色増強を認めた。A、B、C 各検体のネガティブコントロー
ルは D、E、F に示し、発色は認められなかった。 
 
図 18．子宮頸部 SLPI 免疫染色（妊娠 15 日目正常検体、LPS、RU486 早産モデル） 
妊娠 15 日目のマウス子宮頸部切片を SLPI 免疫染色した。上段に SLPI 抗体で染色した切片、下段
にネガティブコントロール（Rabbit Ig）で染色した切片を示す（A・D、B・E、C・F がそれぞれ対
比）。A・D：正常、B・E：LPS 早産モデル、C・F：RU486 早産モデル。 
 
Day18.5 の 3 検体について、SLPI 免疫染色の結果を図 19 に示す。正常分娩前の検体（A）、プロ
ゲステロン分娩遅延モデル（B）ではほぼ上皮内にのみ発色を認めたが、SRD5A 阻害剤分娩遅延モ
デル（C）では、上皮内だけでなく、間質内の細胞でも発色を認めた。A、B、C 各検体のネガティ
ブコントロールはそれぞれ D、E、F に示し、発色は認められなかった。 
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図 19．子宮頸部 SLPI 免疫染色（妊娠 18.5 日目正常検体、プロゲステロン分娩遅延モデル、SRD5A
阻害剤分娩遅延モデル） 
妊娠 18.5 日目のマウス子宮頸部切片を SLPI 免疫染色した。上段に SLPI 抗体で染色した切片、下
段にネガティブコントロール（Rabbit Ig）で染色した切片を示す（A・D、B・E、C・F がそれぞれ
対比）。A・D：正常、B・E：プロゲステロン分娩遅延モデル、C・F：SRD5A 阻害剤分娩遅延モデ
ル。矢印：染色が確認された間質内の細胞 
 
２－３．LPS 早産モデルでの投与後の時系列変化 
LPS 早産モデルにおいて、頸管投与後の継時的変化を観察するため、投与前（Day14.5）、投与後
2 時間、12 時間後の頸管組織での SLPI、ANXA1 の mRNA 発現および ANXA1 の蛋白質である
Annexin a1 を Western blot 法で解析した（各群 n = 3）。ANXA1 の遺伝子産物は、Glucocorticoid 
receptor に調節されている抗炎症蛋白で、呼吸器分野では、SLPI の抗炎症・NE に対する抗プロテ
アーゼ作用を調節していると報告されている。SLPI の mRNA 発現は、投与前と比較して、2 時間
後ではほぼ変化を認めず、12 時間後では 10 倍近く上昇した。ANXA1 の mRNA 発現は、投与前と
比較して、2 時間後ではほぼ変わらず、12 時間後でも約 1.9 倍と軽度上昇した（図 20）。頸管組織
の Annexin a1 は、投与 2 時間後に分解され、12 時間後には投与前と同等であった（図 21）。 
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図 20．LPS 早産モデルでの子宮頸管 mRNA 発現時系列変化 
妊娠 14.5 日目のマウスへ LPS 10μg 頸管投与した。投与前、投与 2 時間後、12 時間後の検体の子
宮頸管組織の mRNA 発現を real time PCR 法で解析した（各群 n = 3）。上グラフ：SLPI、下グラフ：
ANXA1。平均±SE で表示。 
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図 21．LPS 早産モデルでの子宮頸管 Annexin a1 蛋白時系列発現 
妊娠 14.5 日目のマウスへ LPS 10μg 頸管投与した。投与前、投与 2 時間後、12 時間後の検体の子
宮頸管組織の蛋白発現を Western blot 法で解析した（各群 n = 3 で代表的な結果を表示）。Annexin a1
分子量は Intact 約 37、Cleaved 約 33。 
 
２－４．NE－LPS 早産モデルでの表現型、rSLPI 投与による変化 
マウスの LPS 早産モデルにおける NE 前投与の意義を検討するために、微量の LPS（3 μg）早産
モデルにおいて、NE の前投与を行い、早産率を解析した（図 22）。Day 14.5 日目に LPS 3μg を頸
管投与した群のうち、LPS 投与 6 時間前に PBS のみ投与した A 群（n = 10）、NE 0.5μg 投与した B
群（n = 9）、NE 5μg 投与した C 群（n = 9）と、LPS を投与せずに NE 5μｇと PBS のみを投与した
D 群（n = 5）での早産率を比較した。A、B、D 群では早産率 0％であったのに対して、C 群では
77.8％の早産率であった（図 22）。NE の前投与後は、通常では早産しない量の微量の LPS でも早
産しやすく、NE の前投与は LPS 感受性を上げることが示唆された。この NE－LPS 早産モデルに
おいて、rSLPI 投与の有無での早産率を解析した（図 23）。Day 15 に NE 5μg・LPS 10μg を頸管投
与した 1 時間後に、PBS を投与したコントロール群（n = 10）と、rSLPI 10μg を投与した群（n = 10）
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での早産率は、コントロール群で 100％であったのに対して、rSLPI 投与群では 60％であった（図
23）。この NE－LPS 早産モデルにおいて、rSLPI 投与は早産を抑制した。 
 
図 22．微量 LPS 早産モデルにおける、NE 投与による早産率の比較 
C57/BL6 マウスの妊娠 14.5 日目に、LPS 3μg を頸管投与して早産率をグラフに示した。A 群（n = 
10）：PBS 投与→6 時間後に LPS 3μg 投与、B 群（n = 9）：NE 0.5μg 投与→6 時間後に LPS 3μg 投与、
C 群（n = 9）：NE 5μg 投与→6 時間後に LPS 3μg 投与、D 群（n = 5）：NE 5μg 投与→6 時間後に PBS
投与。*：p < 0.05 
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図 23．NE-LPS 早産モデルにおける、rSLPI 投与による早産率の比較 
C57/BL6 マウスの妊娠 15 日目に、NE5μg /LPS 10μg を頸管投与した。その 1 時間後に PBS を投与
した群（n = 10）と、rSLPI を投与した群（n = 10）での早産率をグラフに示した。*：p < 0.05 
 
２－５．NE－LPS 早産モデルでの rSLPI 投与による子宮頸管・腹腔内での炎症性サイトカインの
変化 
このモデルにおいて、NE・LPS 投与前（n = 3）、2 時間後（n = 4 vs 4)、4 時間後（n = 3 vs 3）の
炎症性サイトカインの変化を子宮・腹腔内で評価し、rSLPI 投与による早産抑制の機序について検
討した（図 24、25）。子宮頸管組織での CXCL2、KC、TNFa、IL6、IL1b の mRNA 発現を real time 
PCR 法で解析した（図 24）。CXCL2 発現は、SLPI 投与群では PBS 投与群と比較して、4 時間後に
低かった。KC 発現は、SLPI 投与群で 2 時間、4 時間後に低かった。TNFa、IL6 は、SLPI投与群で
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低い傾向を認めた。IL1b は SLPI 投与群と PBS 群で同等であった。子宮頸管洗浄液、腹腔洗浄液で
の KC、TNFa、IL6 分泌を ELISA 法で解析した（図 25）。頸管洗浄液において、SLPI 投与群では、
PBS 投与群と比較して、2 時間後で KC、TNFa の分泌が低値であった。KC は 4 時間後でも SLPI
投与群で低値の傾向を認めた。IL6 は同等であった。腹腔洗浄液では、KC、TNFa、IL6 全てで SLPI
投与群と PBS 投与群は同等であった。 
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図 24．NE/LPS 早産モデルにおける rSLPI 投与後の炎症性サイトカイン子宮頸管 mRNA 発現 
C57/BL6 マウスの妊娠 15 日目に NE5μg /LPS 10μg を頸管投与した。その 1 時間後に PBS を頸管投
与した群（青）と、rSLPI 10μg を頸管投与した群（赤）で、NE/LPS 投与前（n = 3）、投与後 2 時間
PBS 群（n = 4）、SLPI 群（n = 4）、投与後 4 時間 PBS 群（n = 3）、SLPI 群（n = 3）の子宮頸管組織
の CXCL2、KC、TNFa、IL6、IL1b の mRNA 発現を real time PCR 法で解析した。長いバー（緑）：
平均、短いバー（青）：SD で表示。 
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図 25．NE/LPS 早産モデルにおける rSLPI 投与後の子宮頸管、腹腔内炎症性サイトカイン分泌 
C57/BL6 マウスの妊娠 15 日目に NE5μg /LPS 10μg を頸管投与した。その 1 時間後に PBS を頸管投
与した群（青）と、rSLPI 10μg を頸管投与した群（赤）で、NE/LPS 投与前（n = 3）、投与後 2 時間
PBS 群（n = 4）、SLPI 群（n = 4）、投与後 4 時間 PBS 群（n = 3）、SLPI 群（n = 3）の子宮頸管洗浄
液（左グラフ）・腹腔内洗浄液（右グラフ）の KC、TNFa、IL6 の分泌量を ELISA 法で測定した。
長いバー（緑）：平均、短いバー（青）：SD で表示。 
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検討３．細胞培養実験による SLPI 発現制御機構の解明 
３－１．Ect1 細胞への NE、LPS 刺激下での rSLPI 投与 
4×10 5 個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、NE、LPS 刺激を加え、Annexin a1、IKB alpha
の分解の有無を評価し、また、刺激 1 時間前に rSLPI 2.5μg/ml を投与し、これらがキャンセルされ
るかどうか、Annexin a1、IKB alpha 発現変化を Western blot 法で評価した（図 26、27）。NE 0.5、
2.0μg/ml で刺激すると、コントロールと比べて、IKB alpha は NE 濃度依存性に発現が低下した。
Annexin a1 は NE 2.0μg/ml の濃度で分解された。これに対して rSLPIを投与しておくと、IKB alpha
の発現低下はキャンセルされた。NE 2.0μg/ml での Annexin a1 の分解もわずかに抑制されていた（図
26）。LPS 5、10μg/ml で刺激すると、コントロールと比べて、IKB alpha は発現が低下したが、2 つ
の濃度での差はあまり認められなかった。Annexin a1 の分解も認め、10μg/ml でより多く分解され
た。これに対して rSLPI を投与しても、IKB alpha、Annexin a1 ともに変化を認めなかった（図 27）。 
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図 26．Ect1 細胞への NE 刺激および rSLPI 投与による Annexin a1、IKB alpha 発現変化 
4×105個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、NE 0.5μg/ml 、2.0μg/ml で刺激 1 時間後の細胞
を回収し、Annexin a1、IKB alpha を Western blot 法で評価した。rSLPI 2.5μg/ml 投与は NE 刺激 1 時
間前に添加。 
 
 
図 27．Ect1 細胞への LPS 刺激および rSLPI 投与による Annexin a1、IKB alpha 発現変化 
4×105個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、LPS 5μg/ml 、10μg/ml で刺激 1 時間後の細胞を
回収し、Annexin a1、IKB alpha を Western blot 法で評価した。rSLPI 2.5μg/ml 投与は NE 刺激 1 時間
前に添加。 
 
３－２．Ect1 細胞での PR、GR 発現と GR 刺激実験 
Ect1 細胞での PR 発現 
Ect1 細胞での PR 発現の有無を確認するため、PR が発現している Ishikawa 細胞をコントロール
として、エストロゲン刺激後の PR 蛋白発現を確認した（図 28）。1×10 5 個の細胞を 6well ディッ
シュで培養し、E2 1μM の刺激を 48 時間加えて、Western blot 法で細胞の蛋白発現の有無を評価し
た。既報[39]通り、E2 刺激により、Ishikawa 細胞では PRA、B の発現が誘導された。一方、Ect1
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細胞は、E2 刺激後も PR は誘導されなかった。既報と同様[40]、Ect1 細胞では蛋白質レベルでは
PR が機能していないことを確認した。後述するように、Ect1 細胞には GR は発現しており、GR
の発現調節変化に着目し実験を行った。 
 
図 28．Ishikawa 細胞、Ect1 細胞におけるエストロゲン添加の有無での PR 発現 
1×105個の Ishikawa 細胞、Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、E2 1μM で 48 時間刺激後に細胞
を回収し、Western blot 法で細胞の PRA、B 発現の有無を評価した。コントロールはエタノールの
みで刺激したもので、実験は 2well ずつの独立した実験を 4 回繰り返し、代表的なものを示した。 
 
Ect1 細胞へのクロベタゾール刺激 
2×10 5 個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、クロベタゾール 5μM、デキサメタゾン 5μM
の刺激を 24 時間した後、SLPI の mRNA 発現を real time PCR 法で比較した。SLPI 発現は、クロベ
タゾールの刺激で有意に上昇したが、デキサメタゾン刺激では変化を認めなかった（図 29）。 
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図 29．Ect1 細胞へのグルココルチコイド刺激による SLPI mRNA 発現 
2×105個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、クロベタゾール 5μM、デキサメタゾン 5μM で
24 時間刺激後に、細胞を回収し、real time PCR 法で SLPI の mRNA 発現をコントロール群と比較
した（Dunnet 検定、*：p < 0.05）。実験は 2well ずつの独立した実験を 4 回繰り返し、平均+-SD
で表示した。 
 
Ect1 細胞へのクロベタゾール刺激 
2×10 5 個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、クロベタゾール 0.5μM、5μM 刺激を 24 時間
した後、SLPI、DUSP1 の mRNA 発現を real time PCR 法で比較した。SLPI、DUSP1 発現は、5μM
の刺激で有意に上昇した（図 30）。 
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図 30．Ect1 細胞へのクロベタゾール刺激（濃度別）による SLPI 、DUSP1 mRNA 発現 
2×105個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、クロベタゾール 0.5μM、5μM で 24 時間刺激後
に、細胞を回収し、real time PCR 法で SLPI（左グラフ）、DUSP1（右グラフ）の mRNA 発現をコ
ントロール群と比較した（Dunnet 検定、*：p < 0.05）。実験は 2well ずつの独立した実験を 4 回繰
り返し、平均+-SD で表示した。 
 
クロベタゾール刺激後の GR のリン酸化変化（時間、濃度別、デキサメタゾン刺激との比較） 
2×10 5 個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、クロベタゾールによる刺激を時間・濃度別
に行い、GR、GR ser211、GR ser226 の蛋白発現変化を Western blot 法で評価した（図 31、32）。ク
ロベタゾール 5μM で 60、120、180、240 分刺激後の GR ser211、ser226 発現は刺激 180 分後にもっ
とも高発現であった（図 31）。クロベタゾール 50nM、500nM、5μM で 180 分刺激後の発現変化は、
コントロールと比較して、ser211 は、50nM の刺激から発現誘導され、高濃度にしても大きな変化
を認めなかった。一方で ser226 は、クロベタゾールの濃度依存性に発現誘導を認めた（図 32）。 
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図 31．クロベタゾール刺激による GR リン酸化継時的変化 
2×105個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、クロベタゾール 5μM で刺激し、GR、GR ser211、
GR ser226 の蛋白発現変化を Western blot 法で評価した。クロベタゾール 5μM 投与前（0）、60 分後、
120 分後、180 分後、240 分後、エタノールのみ添加したコントロールの 240 分後の順に表示。上
段より、GR ser226、GR ser211、GR（Total）、Bactin の順。実験は 2well ずつの独立した実験を 4
回繰り返し、代表的なものを表示。 
 
 
図 32．クロベタゾール刺激による GR リン酸化濃度別変化 
2×105個の Ect1 細胞を 6well ディッシュで培養し、クロベタゾール 50nM、500nM、5μM で刺激し、
180 分後に回収し、GR、GR ser211、GR ser226 の蛋白発現変化を Western blot 法で評価した。エタ
ノールのみ添加したコントロール、クロベタゾール 50nM、500nM、5μM の順に表示。上段より、
GR ser226、GR ser211、GR（Total）、Bactin の順。実験は 2well ずつの独立した実験を 4 回繰り返し、
代表的なものを表示。 
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【考察】 
本研究における主要な知見は以下である。検討１では、正常妊婦の分娩前の子宮頸管熟化進行時
の頸管細胞の mRNA 発現を、相同性の高い 3 種類の遺伝子群に分類した。その 3 種類の遺伝子群
のうち、抗炎症遺伝子群（SLPI、TGFβ1、ILRN）が、Bishop スコアとともに、分娩までの日数と
相関した。抗炎症遺伝子群のうちの 1 つ、SLPIの頸管粘液の蛋白濃度を測定した結果、分娩予測
マーカーとなり得ることを示した。妊娠中期では、頸管粘液中の SLPI 蛋白は、特に頸管熟化の進
行過程で NE と拮抗状態にあることを示した。検討２では、SLPI がマウスの子宮頸管では、プロ
ゲステロンによるホルモン性の制御と LPS などの炎症性の制御の 2 種類を受けていることを示し
た。また、マウス LPS 早産モデルでは、NE の添加により LPS 感受性が増強され、早産率が上昇し
た。NE/LPS 早産モデルにおいて、rSLPI 投与が早産率を減少させ、子宮頸管局所での炎症性サイ
トカイン産生を抑制する傾向を認めた。細胞培養実験で、NE と LPS により誘導した NFkb 系の活
性化に対して、NE の刺激に対してのみ、rSLPI 投与で NFkb 活性の抑制が示唆された。検討３では、
ヒト子宮頸管細胞を用いた細胞培養実験で、GR 刺激により SLPI が誘導されることを明らかにし
た。 
 ヒトの頸管熟化は複数の分子生物学的機構の制御のもとで進行することが推定されており、その
全体像を把握するために単一の遺伝子の発現変化で説明することは困難である。本研究では過去に
頸管熟化との関係が深いことが知られている 10種類の遺伝子に着目してそれらの発現を PCAによ
って解析した。その結果において全体の遺伝子発現状態の 76%が 3 つの主成分を用いて説明可能と
なり、かつ個々の遺伝子の発現は 3 つの主成分のいずれかと強い相関を示した。分娩前の子宮頸管
熟化の進行は多くの遺伝子の複合的な機能によって制御されることが推定されてきたが[6, 8, 18]、
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本研究結果は、子宮頸管熟化の制御には少なくとも 3 種類の異なる遺伝子群の発現が関与する分子
機構が関わっていることを示唆している。それぞれの成分に含まれる遺伝子の機能について考察し、
表 6 に示す。PC1 に含まれる遺伝子 COX2、HAS2、MMP2、MMP8、PAI1 は全て NFkb が活性化さ
れた炎症下で発現増強される遺伝子であり[41-45]、細胞外マトリクスの分解やヒアルロン酸合成の
遺伝子が含まれる。そうしたことから、PC1 は NFkb の活性化に伴う細胞外マトリクスの変化に関
連する機構を示していると推測される。PC2 に含まれる遺伝子群 SLPI、TGFβ1、ILRN はいずれも
抗炎症機構[25, 46-50]に関わることが知られており、過度な炎症とのバランスを調節する機能を反
映することが推測される。PC3 の遺伝子群 VCAN、IL1β について、VCAN は、Versican という子宮
頸部の細胞外マトリクスの主要な構成成分で、ヒトやマウスで分娩前の子宮頸管で分解される[8, 
34]。皮膚の Fibloblast で IL1β が VCAN を分解するという過去の報告[51]から、IL1β が VCAN の制
御に関与することが考えられる。PC3 は、PC1 とは独立した細胞外マトリクスの分解機構を反映し
ている可能性がある。 
 
表６．PCA の各成分遺伝子と発現上昇の意義 
成分 遺伝子名 意義 
PC1 COX2、HAS2、MMP2、MMP8、PAI1 NFkb 関連性炎症およびヒアルロン酸合成 
PC2 SLPI、TGFβ1、ILRN 抗炎症 
PC3 VCAN、IL1β 細胞外マトリクスの分解 
 
次に、本研究の個々の遺伝子発現変化に着目すると、ヒアルロン酸合成酵素の HAS2 は分娩前 1
54 
 
週間で低下した。マウスの子宮頸管での分娩直前の HAS2 の低下の報告[16]と一致し、これは、分
娩直前のプロゲステロンの機能減弱と関連していると考えられている。対して、10 遺伝子の中で
MMP2 のみ、分娩まで段階的な上昇を認めた。ウシの子宮頸管でも同様の報告があり[36]、分娩前
の最後の 1 週間は”Dilation”の時期であり、MMP2 が Dilation の進行と関わっていることが示唆され
る。3 つの主成分の中で PC2 は、Bishop スコアとともに、分娩までの日数と強く関連することが示
された。 
さらに PC2の中心的因子である SLPIについて頸管粘液中の濃度が分娩予測マーカーとなり得る
ことを明らかにした（図 10）。PC2 の遺伝子の中で SLPI に着目した理由として、頸管 SLPIは mRNA
レベルで、妊娠中に発現が上昇していき、産後にはさらに上昇することが既に報告[29]されており、
今回我々は分娩直前の上昇の有無を確認した。SLPI は多機能蛋白であり、分娩前の頸管粘液中濃
度上昇の意義に関しては、前述の抗炎症機能の他にも、組織修復機能[52-54]などが関連しているこ
とが考えられる。実際に、組織修復を要する時期である産後の子宮頸管では、SLPI の発現が上昇
している[29]。また、本研究での前期破水から分娩に至った症例での SLPI 濃度上昇については、
卵膜の分解が生じる前に、子宮頸管でも炎症やプロテアーゼ活性が高まっていることを反映してい
ると考えられる。 
 妊娠中期のヒト子宮頸管において、頸管長短縮している症例で SLPI と NE が強い逆相関関係に
あり、頸管長短縮していない症例では相関関係にないことを示した（図 12）。この結果には二つの
意義がある。一つは、頸管長短縮している症例では、プロテアーゼ・抗プロテアーゼのバランスが
拮抗状態にあることであり、もう一つは、SLPIの機能として NE の阻害が実際に子宮頸管で確認
されたことである。頸管粘液中の NE は日本の産科臨床で広く測定されてきたが、陽性であること
55 
 
の医学的な意義が未だ確立されていない。今回、NE のみでなく拮抗物質の SLPI も同時に評価し
たことで、単独の値よりも両者（プロテアーゼ・抗プロテアーゼ）のバランスが、子宮頸管短縮の
発症自体に関与している可能性を示した。また SLPI は頸管での発現上昇と早産発症のリスク[29]
が報告されていたが、多機能蛋白であり、妊婦頸管における機能は不明であった。頸管長短縮例で
SLPI と NE が逆相関し、非短縮例では有意な相関を認めなかったことは、前者では NE に対する抗
プロテアーゼとして機能しており、後者では NE と関係のない他の因子による制御で値のばらつき
が生じているとも考えられる。後述のように、SLPI は炎症もしくはホルモンによる制御で、少な
くとも二つ以上の制御機構があり、この観点からも今回の結果と合致する。頸管長の短縮は、実臨
床において、最も基本的で広く普及した早産スクリーニング法であり、一般的に 25mm 未満は早産
ハイリスクの状態である。本研究では、ローリスク妊婦を対象としているため、35mm をカットオ
フ値として二群に分類したが、やはり頸管長短縮群では有意に早産率が高かった（表 5）。今後の
課題として、早産ハイリスク症例での NE・SLPI バランスと早産発症の有無を検討が必要である。
まとめると、早産に至る前段階の子宮頸管長短縮の状態で、NE のプロテアーゼ機能による頸管組
織の破壊に対抗して、SLPI が抗プロテアーゼ機能を果たしており、早産への進行を防ぐための内
因性の防御因子として SLPI が機能している。この機能は、SLPI が正常分娩前に抗炎症機能に関連
して上昇する機序とは異なる可能性がある。 
 マウスの子宮頸管では、SLPI はプロゲステロンによる制御と、炎症による制御の 2 種類の制
御を受けていることを明らかにした。過去の研究で、切迫早産例を対象として、頸管の SLPI 発現
が早産に至った症例で有意に高値だったもの[29]があるが、これは SLPI が高発現なほど早産しや
すいというよりも、早産例の中に SLPI 高値の症例が含まれているという結果である。また、子宮
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頸部における SLPI 上流の制御因子は今まで明らかではなかった。本研究結果のマウスモデルから
得た知見を総合すると、SLPI は炎症で誘導され、プロゲステロン作用の減弱で低下することが示
された。本研究の細胞培養実験では、SLPI はヒト頸管上皮細胞で、GR 刺激で誘導された。SLPI
は子宮内膜ではプロゲステロンで誘導され[27]、ステロイドホルモンレセプターとの関連は既に報
告されている。GR との関連の報告はなかったが、GR 関連蛋白の抗炎症物質 Annexin a1 が、SLPI
の NE への阻害機能を制御している因子である[55]という報告はあり、今回 SLPI が GR 刺激で誘導
されたこととも矛盾しない。古くから胎児由来のステロイドホルモンと陣痛発来の関係は報告され
ている[56]。また、最近の研究では、ヒトの陣痛発来の主要な制御因子として、卵膜・胎盤での
GR 経路の活性化が注目されており[57, 58]、本研究での臨床検体での分娩前の頸管 SLPI 発現およ
び蛋白上昇の上流にも、GR が関与している可能性がある。しかしながら、本研究の細胞培養実験
では、GR 刺激の後の転写因子の同定はされておらず、SLPI がクロベタゾールで誘導されデキサメ
タゾンで誘導されない機序についても未解明のため、さらなる検討が必要である。 
マウス早産モデルでは、NE 投与により LPS 感受性が上昇することを明らかにした。また、NE/LPS
早産モデルにおいて、rSLPI 投与により早産率が減少し、KC や TNF alpha などの炎症性サイトカイ
ンの頸管局所での産生を抑制した。その rSLPI 投与による炎症抑制部位の確認を目的とした細胞培
養実験では、NE 添加により誘導された NFkb 系の活性化が rSLPI 投与によりキャンセルされ、LPS
添加による場合はキャンセルされなかった。NE と LPS の混合炎症モデルは、呼吸器の分野では多
く研究されているが[55, 59, 60] 、早産分野での報告はなかった。実臨床のヒト早産でも NE のみで
は早産に至らず、二次的な感染を合併した症例で早産リスクが高い印象があり、本研究の NE/LPS
早産モデルは、より実際のヒト早産に近いモデルともいえる。その NE/LPS 早産モデルにおいて、
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rSLPI 投与により早産率減少し、一部の炎症性サイトカインの低下を認めたことは、rSLPI 投与を
新たな早産治療として応用できる可能性も示唆する。SLPI と NE の拮抗状態がヒトの妊娠中期の
頸管熟化でも関与していることは前述の実験でも確認できており、今後は、この SLPI と NE の相
互作用のさらなる解明が必要である。SLPI の NE 阻害効果については物質の特性や本研究結果か
らも明らかであるが、それ以上の詳細な分子機序については報告がほとんどない。NE が、抗炎症
物資プログラニュリンが炎症物質グラニュリンへ変換する作用を持ち、SLPI がその変換作用を抑
制する[61]ことが唯一報告されており、今後はこの両物質も含めた検討が必要である。 
SLPI のマーカーとしての有用性について、まず正期産の分娩マーカーとしては、過去にも腟分
泌や頸管粘液中の濃度をターゲットに分娩予測をされてきた物質[62-66]があり、海外で最も普及し
ているものは Fetal fibronectin[62, 64]である。本研究結果の SLPI 濃度を用いた 1 週間以内の分娩予
測能は、陽性的中率 73％、陰性的中率 67％で、Fetal fibronectin の 81％、63％と大きな差異がない
結果であった。実臨床での分娩時期の予測は、内診所見である Bishop スコアにより評価されてい
るが、客観性に欠け、検者間誤差が生じている問題もあり、SLPI 濃度は客観的な指標の一つとな
り得る。分娩予測が可能になれば、計画分娩の時期決定等に応用でき、医療資源の削減が期待でき
る。今後の課題として、頸管 SLPI 濃度が個人によりばらつきが大きいため、Fetal fibronectin など
他のマーカーと組み合わせてさらに精度が上がるか検討を要する。次に早産に関して、ヒトの早産
が、単一の疾患ではなく、多数の要因が関与している一連の症候群であることは、世界的に受け入
れられている仮説である[2]。最近では、一部の早産ハイリスク症例に対してプロゲステロン製剤
の投与が早産率減少に有効であるというエビデンス[67, 68]がある一方で、どのようなハイリスク
症例に対して有効かということに関しての知見は乏しい。前述のように、本研究のマウスモデルの
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結果からは、SLPI は炎症で誘導され、プロゲステロン作用の減弱で低下する。今後、ヒトの頸管
SLPI 濃度から、早産ハイリスク症例に対する治療決定の際に応用できる可能性があり、他の炎症
関連マーカーやホルモン関連マーカーと合わせた検討が必要である。 
本研究結果をまとめると、ヒトの頸管熟化に関与する 3 種類の機構を明らかにし、その中の抗炎
症機構が頸管熟化と深く関与していることが示唆された。抗炎症機構の中の SLPI 蛋白の頸管粘液
濃度が、分娩予測マーカーとなり得ることを明らかにした。マウスモデルで、頸管 SLPI は炎症で
誘導され、プロゲステロンの作用減弱で低下し、この結果は臨床の早産の原因鑑別に応用できる可
能性を示した。NE 誘導性の LPS 早産モデルで、rSLPI 投与が早産を抑制し、その機序として NE
の抑制および結果としての NFkb 活性化抑制が細胞培養実験で確認された。実際のヒトの妊娠中期
の頸管熟化進行過程では、SLPI と NE が拮抗状態にあることを示した。これらの結果は、SLPI と
NE のバランスの崩れが、頸管熟化や早産発症と関与している可能性を示唆し、今後の新たな治療
ターゲットとしての可能性を示唆した。 
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